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Equivalents: 


Abstract 


Production of genetically engineered, biologically active beta -NGF (nerve growth factor) comprises 
expressing the appropriate DNA in prokaryotic hosts then converting the insoluble aggregates to a soluble 
active form by: (1) solubilisation; (ii) optionally dialysis and/or derivatisation of beta -NGF with the oxidised 
form of a compound (A) having thiol groups in reduced form but existing as a disulphide-bridged dimer in 
oxidised form, so as to produce a mixed disulphide; and (iii) renaturation using a redox system consisting of 
a compound (B), in oxidised and/or reduced form that is similar to (A); where the process is earned out at 0- 
30 degrees C and pH 8-10, in presence of Tris base or salt and/or arginine. 
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(54) Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von blollglsch aktlvem beta-NGF 



(57) Zur gentechnclogischen Herstellung von biolo- 
gisch aktivem p-NGF (Nerve Growth Factor) durch 
Expression einer entsprechenden DNA-Sequenz in 
Prokaryonten als Wirtszellen werden die nach Expres- 
sion dieser DNA-Sequenz in E.coli erhaltenen unlosli- 
chen Aggregate von inaktivem p-NGF durch (1) 
Solubilisierung, (2) gegebenenfalls Dialyse oder/und 
Derivatisierung des erhaltenen p-NGF mit der oxidier- 
ten Form einer Verbindung, deren reduzierte Form Sulf- 
hydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein 
uber eine Disutfidbrucke verbundenes Dimer oder Ver- 
bindung ist, zum gemischten Disulfid, und (3) Naturie- 
rung mit Hilfe eines Redoxsystems. bestehend aus 
einer Verbindung in oxidierter oder/und reduzierter 
Form deren reduzierte Form SuHhydrylgruppen auf- 
weist und deren oxidierte Form ein uber eine Disul- 
fidbrucke verbundenes Dimer ist, in eine losliche aktive 
Form uberfuhrt. 
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Oalton Es b«*l aos dsn «S Unl,r»t,.,.en „, fJ^^^'^^f^'Ti:i"^M, D^ „.Uni™nhs« konnle bis- 

jedoch aufwendig und teuer. heschrieben Die Ausbeute an bio- 

In Gene 70 (1988), S. 57-65 wird die Expression von munnem p-NGF in E.coli bescnneoen. uie 

logisch aktivem p-NGF war jedoch sehr gering. heschrieben Das dabei erhattene 

'"TrnrsaTssefs 65-74 wird die Expression von humanem p-NGF in Hefs beschrieben. Auch hier ist die 
Expression nur gering, sowie die Aktivitat des erhaltenen p-NQF f ' kostengunst,ge und einfache Her- 

p-NGF durch 
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zustellen. In Prokaryonten fallt das Protein zunachst in Form von unloslichen Aggregaten, sogenannten Inclusion 
Bodies (IBs) an und wird dann erst in die losliche aktive Form uberfuhrt 

Die im erfirxlungsgemafBen Veriahren venwendete DNA-Sequenz entspricht der von Ullrich et al.. Nature 303 
(1983), 821-825 beschriebenen. Hierzu kann entweder in ubiicher Weise das naturliche Gen isoliert und daraus die 
5 cDNA hergestelh werden. Auch eine Synthese einer DNA-Sequenz, bestehend aus den Exons des naturlichen Gens 
w^re m6glich. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der ErIirxJung wird die Expression in E.coli als Wirtszellen und insbeson- 
dere im Stamm E.coli C600+ (DSM 5443) durchgefuhrt. 

Die zur Expression einer DNA-Sequenz notigen Faktoren sind dem Fachmann bekannt, hierzu gehoren u.a. ein 
w Promoter, ribosomale Bindungsstellen etc . welche auf den ubiichen. fur die Expression verwendeten Vektoren vorhan- 
den sind. Im eriindungsgemSRen Verfahren ist es jedoch bevorzugt, einen induzierbaren Promotor zu verwenden und 
die Induktion dieses Promoters in der logarithmischen Wachstumsphase durchzufCihren. Hierdurch wird es ermoglicht, 
eine besonders hohe Proteinausbeute zu erhalten, da nicht bereits in einer fruheren Wachstumsphase die Expression 
des Fremdproteins zu einem Absterben der Wirtszellen fuhrt. Beispiele fur solche induzierbaren Promotoren sirtd der 
15 tac-Promolor, der durch Zugabe von IPTG induzierbar ist, der Irp-Promotor oder der A.PL-Promotor. 

Die Solubilisierung, Derivatisierung sowie Naturierung - zusammen auch Renaturierung genannt - von Proteinen, 
welche nach Expression in E coli in Form von Inclusion Bodies anfallen, ist an sich bekannt und z.B in der EP-A 0 219 
874 beschrieben. 

Die Solubilisierung - sie fuhrt zu inaktivem, loslichem Protein - erfolgt mit Hilfe eines Denaturierungsmtttels, vor- 

20 zugsweise Guanidintumhydrochlorid oder Harnstoff, wobei eine Konzentration des Denaturierungsmittels von 4 bis 6 
mol/l (Guanidiniumhydrochiorid) und 5 bis 6 moi/1 (HdinMun) zo guten Ergebnissen tOhrt. 

Nach einer eventuellen Dialyse (diese ist nicht unbedingt notig, jedoch wird sie vorzugsweise durchgefuhrt) kann 
dann gegebenenfalls eine Derivatisierung des Proteins zum gewunschten Disulfid erfolgen, In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform wird im er1indungsgem&8en Verfahren die Derivatisierung mit GSSG, Cystamin oder Cystin durchge- 

25 fCihrt. Vorzugsweise werden diese Vertindungen dem Inkubationsansatz in Mengen von bis zu 75 mmol/1 zugegeben. 
Nach der gegebenenfalls durchgefuhrten Derivatisierung (auch ohne die Derivatisierung ist die Renaturierung 
moglich) wird wieder vorzugsweise eine Dialyse zwischengeschaltet. Ebenso kann vor der Naturierung des solubilisier- 
ten Proteins eine Dialyse durchgefohrt werden Vorzugsweise wird zur Renaturierung bei Konzentrationen von Harn- 
stoff unter 2 mol/l, vorzugsweise unter 0,5 mo\/\ gearbeitet und die Renaturierung analog der europdischen 

30 Patentanmeldung Nr, 91 919 945.5 in Gegenwart von Tris-Base oder Tris-Salz und/oder Arginin (analog EP-A 0 219 
874) durchgefuhrt Bevorzugt wird dabei im pH-Bereich zwischen 8 und 10 gearbeitet. 

Die Naturierung, welche die solubilisierten bzw. derivatisierten Proteine in die letzterxllich aktive losliche Form 
uberfuhrt, wird erfindungsgemSR vorzugsweise mit oxidiertem Glutathion (GSSG) und/oder GSH, Cystin und/oder 
Cystein, Cystamin und/oder Cysteamin durchgefuhrt. Wurde keine Derivatisierung durchgefuhrt, ist es im erfindungs- 

35 gemaBen Verfahren besonders bevorzugt, mit Cystamin, GSSG oder Cystin bzw. den Redoxsystemen Cyst- 
amin/Cysteamin, GSH/GSSG oder Cystin/Cy stein zu natuneren. Wurde jedoch das Protein in die gemischten Disulfide 
uberfuhrt, also derivatisiert, wird vorzugsweise nur mit reduzierten Verbindungen naturiert. Die hierbei vorteilhaften 
Konzentrationen und weiteren Reaktionsbedingungen konnen leicht durch Orientierungsversuche festgestellt werden 
Besonders bevorzugt wird eine Pulsrenaturierung gemaB EP-A 0 241 022 durchgefuhrt. 

40 Die Temperatur sollte bei der gesamten Renaturierung zweckmaBig zwischen 0 und 30**C im Reaktionsansatz lie- 
gen. Bei der Naturierung ist es jedoch bevorzugt, eine Temperatur von 2 bis einzuhalten, da die Ausbeute an akti- 
vem (5-NGF mit abnehmerxjer Temperatur zunimmt. Vorzugsweise wird 2 bis 50 Stunden naturiert. Eine veriangerte 
Naturierung fuhrt zu einer hCheren Ausbeute an biologisch aktivem Protein. 

Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgemSBen Verfahrens besteht darin. daf3 reproduzierbar einheitliche Pro- 

45 teine und nicht wie beispielsweise in EP-A 0 450 386 beschrieben Proteingemische (aus [VNGF mit und ohne N-termi- 
nalen Methioninrest) erhalten werden. Es wird rekombinanter p-NGF der naturlichen Sequenz erhalten, welcher leicht 
(z B uber eine Monc-S-Saule) zu isolieren ist urd dann 5% und weniger an Verunreinigungen durch modifizierten \\- 
NGF Oder p-NGF-Spaltprodukte enthalt. Vorzugsweise enlhalt der rekombinante [VNGF 2% und weniger an diesen 
Verunreinigungen und ist vOllig frei von arxieren SSugerzellproteinen, 

-^p Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist somit ein rekombinant hergestellter, isolierter p-NGF der naturlichen 

Sequenz, welcher 5% und weniger, vorzugsweise 2% und weniger. an Verunreinigungen durch modifizierten p-NGF 
Oder p-NGF-Spaltprodukten enthalt und vorzugsweise frei von anderen Saugerzellproteinen ist. Das Protein wird erfin- 
dungsgemaB in hohen Ausbeuten erhalten und weist eine hohe Aktivitat auf Die Dimerisierung zum naturlich wirksa- 
men aktiven Protein erfolgt wahrend der Renaturierung 

Flu die erfindunqsqemaGen Expressionsvektoren sind hierbei dem Fachmann bekannte Vektoren geeignet, wie 
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Abb. 1 dargestellt ist. 

N-terminal veriangerter und verkurzter )3-NGF zeigen wte naturlicher p-NGF eine Wirkung auf Neuronen. Em wei- 
terer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ihre Verwendung in einem Arzneimittel, ebenso wie die Verwendung des 
erfindungsgemaBen, rekombinant hergestellten p-NGF zu diesem Zweck. 

Wiederum ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch eine therapeutische Zusammensetzung, enthaltend 
neben ubiichen TrSger- und Hirtsstotten einen erfindungsgemaf3en rekombinant hergestellten oder rekombinanten N- 
terminal verlSngerten oder verkurzten p-NGF als aktiven Inhattsstoff. 

Die in der vorliegerxJen Anmeldung genannten Plasmide und Mikroorganismen sind bei der Deutschen Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, unter den folgen- 
den Hinterlegungsnummern hinterlegt: 

E.coli C600+ DSM 5443 

pUBS 520 in E.coli C 600+ DSM 6786 

pNGFI/pUBS 520 in E.coli C 600+ DSM 6785. 

Die tolgenden Beispiele eriautern in Verbindung mit dem Sequenzprotokoll und den Abbildungen die Erfindung 
weiter. 

Abb 1 zeigt hierbei das erfindungsgemaBe Plasmid pNGF1 in schematisierter Form. 

Abb. 2 ze}"X die PrimSrstruktur des auf der DN.A-Ebene codierten erJindunnRnemSRen rpknmhinantfin p- 

NGF mit den Sequenzen b (Ser-Tyr-GIn [SEQ ID N0:3)) und c (Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg 
(SEQ ID N0:2)). 

Abb. 3 zeigt die AbhSngigkeit der Renaturierungsausbeute von der Guanidtniumhydrochloridkon- 

zentration in der Renaturierungslosung. Die Renaturierung eriolgte durch eine 1/100 Verdiinnung 
eines dialysierten Solubilisats mit 20 mg IB/ml in 0,7 mol/l Arginin, 1,0 mol/1 Harnstoff, 0,1 mol/l 
Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/1 Cysteamin, 1 mmol/1 Cystamin, pH 8,7, 4^C. mit unterschiedllchen 
Konzentrationen an Guanidiniumhydrcchlorid. 

Abb. 4 zeigt die Abhangigkert der Renaturierungsausbeute von der Proteinkonzentralion in der Renatu- 

rierungslosung. 

Die Renaturierung erfolgte durch eine 1/12,5 bis 1/1000-Verdunnung eines dialysierten Solubili- 
sats mit 50 mg IB/ml in 0,7 mol/l Arginin, 2,0 mol/l Harnstoff, 0,1 moi/l Tris, 2 mmol/1 EDTA, 5 
mmol/1 Cysteamin. 1 mmol/1 Cystamin, pH 8,7. Guanidiniumhydrochlorid wurde in der Renaturie- 
rungslosung vor Zugabe des Solubilisats so aufgestockt, daB nach Zugabe des Solubilisats alle 
Losungen 0,48 mol/t Guanidiniumhydrochlorid enthalten. 

N^b. 5 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute vom pH-Wert der Renaturierungslosung. Die 

Renaturierung erfolgte durch 1/200 -Verdunnung eines dialysierten Solubilisats mit 50 mg IB/ml in 
0,7 mol/l Arginin, 2 mol/l Harnstoff, 0,1 mol/l Tris, 2 mmol/1 EDTA, 5 mmol/1 Cysteamin, 1 mmol/1 
Cystamin. pH 8.0 - 10,5, 4°C. 

Abb. 6 zeigt ein UV-Spektrum von rekombinantem modifiziertem (N-terminal verlangertem) p-NGF in 50 

mmo(/l Tris/HCI, 1 mmol/1 EDTA, pH 7,5. 

Abb 7 zeigt eine Comassie-Blue Farbung eines SDS-Gels von rekombinantem p-NGF im Vergleich mit 

2,5S-NGF aus Maus. 

Abb 8 zeigt em HPLC-Elutionsdiagramm von rekombinantem modifiziertem (N-terminal verlangertem) p- 

NGF 

Abb. 9 zeigt ein Superose 6-Elutionsdiagramm von rekombinantem (N-terminal verlangertem) p-NGF 

(Abb 9a) und 2,5 S-NGF aus Maus (Abb. 9b) 
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ID NO 2 und 3. 

SEQ ID N0;2 zeigt einen Teil der Prosequenz des (5-NGF Precursors. 
5 SEQ ID N0:3 zeigt einen Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA. 
SEQ ID N0:4 zeigt einen Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA. 
SEQ ID N0:5 urxi 6 zeigen Oiigonukleotide zur Konstruktion von pNGFI. 

10 

SEQ ID N0:7 zeigt die N-terminale Aminosauresequenz von rec. NGF, 

SEQ ID NO:8urxi9 zeigen die N-terminale Aminosauresequenz verschiedener N-terminal verkurzter p-NGF-Deri- 
vate 

15 

Bglgplgl 1 

Expression von rekombinantem p-NGF (rec p-NGF, (t-NGF-Mlnifusion] In E.cqII 

20 a) Konstruktion des Expressionsplasmids 

Zur Herstellung des Expressionsplasmids wurden 3 AnsStze ligiert. Ansatz A steitt das etwa 4,6 kb groBe 
EcoRI/BamHI-Fragment des Plasmides pBTad dar. Das Plasmid pBTacI wurde dazu mit den beiden Restriktionsen- 
zymen EcoRI und BamHl behandelt. Der Restriktionsansatz wurde auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Das Fragment 
25 mit der GroBe von etwa 4,6 kb wurde ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel eluiert. Ansatz B wurde durch Restrik- 
tion des Plasmids pUC18-NGF (British Biotechnology, Code BBG26) hergestellt. Zur Restriktion wurden die beiden 
Enzyme BspMI und BamHl eingesetzl. Der Restriktionsansatz wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und ein 
BspMI/BamH I -Fragment von 370 bp praparativ gewonnen. 

Ansatz C entstand durch das Annealing von zwei synthetisch hergestellten Oligonukleotiden mit folgender 
30 Sequenz: 

Oligonukleotid 1 : 5'-AATTCTTATGTCTTAGCAAAGAAGTGACCGTAGGAAGGGC-3' (SEQ ID N0:5) 
Oligonukleotid 2: 5'-ATGAGCGCTTGCTACGGTGAGTTCTTTGGTAAGACATAAG-3' (SEQ ID N0;6) 

35 In der Annealing-Reaktion wurden je 2 ^g Oiigonukleotide pro 10 i^g eingesetzt; die Oiigonukleotide wurden fur 10 
Minuten bei 68''C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Die 3 Ansatze wurden nach bekannten Methoden ligiert und in E.coli G600+ (DSM 5443) zusammen mit dem Plas- 
mid pUBS520 (beschrieben in Brinkmann et aL, 1989, Gene 85, 109-1 14) transformiert. Durch Selektion auf Ampictllin 
und Kanamycin konnten die gewunschten Klone gefunden werden. Das erhaltene Plasmid pNGFI ist in Abb. 1 

40 beschrieben und unterscheidet sich vom Ausgangsplasmid pBTad u.a. dadurch. daB es eine zweite Scal-Schnittstelle 
enthait. Die Aminosauresequenz des codierten Proteins ist in Abb. 2 gezeigt. 

b) Expresslonsstudlen 

45 Etner der erhaltenen Klone wurde im Hinblick auf Expression der p-NGF-Minifusion untersucht. Dazu wurden die 
Zellen bei S^^C bis zu einer optischen Dichte von 0,4 (gemessen bei 550 nm) wachsen gelassen Die Expression des 
p-NGF-Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von 5 mmol/l IPTG induzierl. Die Zellen wurden fur weitere 4 Stunden 
inkubiert und anschlieBend durch Zentnfugation konzentriert. Die Inclusion Bodies wurden nach bekannten Methoden 
(siehe Beispiel 2) prapariert und auf einem 15 % SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Auf diese Weise konnte eine 

50 Expressionsstarke von mindestens 20 % bezogen auf das Gesamtprotein festgestellt werden. 

Beispiel 2 

Praparation von Inclusion Bodies (= IBs) 



5 
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690 g Biomasse wurde nach 8 Stunden Fermentation mittels Zentrifugation geerntet. Die Biomasse wurde in 3.5 I 
0,1 mol/1 Tns/HCI pH 7 suspendiert und nach Zugabe von 0,3 g Lysozym 20 Minuten bei O^C inkubiert. Der vollstandige 
ZellaufschluB wurde anschlie3end mittels Hochdruckdispension mit 600 bar durchgefuhrt. Zur Aufschlu3l6sung wurde 
DNase ad 0,1 nr»g/ml und MgS04 ad 2 mmol/1 zugsgeben und die Losung 30 Minuten bei 20''C inkubiert. Nach der 

5 DNase-Behandlung wurde die Losung mitdemselben Volumen 0,1 mol/l Tris/HCI, 6 7o Triton-X-100, 1,5 mol/l NaCI, 60 
mmol/1 EDTA, pH 7,0 verdunnt und 20 Minuten im Eisbad inkubiert. UnlOsliche Bestartdtelle (IBs) wurden anschlieBend 
durch Zentrifugation abgetrennt. Der Niederschlag wurde in 1 I 0,5 mol/l Guanidinium HCI (GdmCI), 20 mmol/1 EDTA, 
pH 4.5 suspendiert. Nach 20 Minuten Inkubation bei 20''C wurden die IBs durch erneute Zentrifugation geerntet. Die 
folgende Resuspension des Niederschlags erfolgte in 1 ,5 1 0,1 mol/l Tris/HCI, 20 mmol/1 EDTA, pH 6,5. Nach 30 Minuten 

10 Inkubation bei 20**C wurden die IBs durch eine weitere Zentrifugation im Niederschlag erhalten. 

Zur Bestimmung des Anteils an p-NGF in den IBs wurden 500 mg IBs (NaBgewicht) mit einer LOsung aus 6 rTX)l/l 
GdmCI, 0,1 mol/l Tris/HCI, 0,1 mol/l DTE, 5 mmol/l EDTA, pH 8,5 auf 10 ml aufgefullt und 1 Stunde suspendiert. Der 
Proteingehalt der LOsung wurde mittels Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, M.M., Anal.Biochem. 1976, 72, 
248) mit BSA als Eichprotein bestimmt Der Anteil von p-NGF am Gesamtprotein in den gelOsten IBs wurde nach Auf- 

15 trennung der Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese durch densitometrische Vermessung der Probenbahn ermittelt. 
Die in den aus 10 I Fermentationsbruhe isolierten IBs enthielten 6,0 g p-NGF 

Belsplel 3 

20 Solubilisiemng und Derivatisierung von rec. p-NGF 

a) Herstellung von Solubilisat: 

IBs wurden in einer Losung aus 6 mol/l GdmCI, 0,1 mol/l DTE, 5 mmol/1 EDTA, 0,1 mol/l Tris/HCI, pH 8,5 zu einer 
25 Konzentration von 5 bis 50 g lB/1 I suspendiert und 1 Stunde bei 25° G geruhrt. 

Teifweise wurde unmittelbar das so erzeugte Solubilisat fur die anschlief3ende Naturierung verwendet 

b) Herstellung von dialyslertem Solubilisat: 

3c Atternativ wurde der pH-Wert des Solubilisats mit HCI (25 %) auf pH 3 eingestellt und die saure LOsung mehrtach 
gegen 6 mol/l GdmCI. 5 mmol/1 EDTA, pH 3 dialysiert. Dieses Dialysat wurde sowohl zur Renaturierung als auch zur 
anschlieRenden Derivatisierung verwendet. 

c) Herstellung von Derlvaten: 

35 

Zur Herstellung der Derivate (gemischte Disulfide) wurde der pH-Wert des dialysierten Solubilisats durch Zugabe 
von 5 N NaOH auf pH B.5 gestellt. Anschlie3end wurde mit 1 Volumen einer Losung aus 6 mol/l GdmCI, 0,2 mol/l Tns 
HCI, 5 mnx)l/l EDTA pH 8,5 verdunnt und oxidiertes Glutathion (GSSG), Cystamin oder Cystin in fester Form bis zu 
einer Konzentration von 75 mmol/1 zugegeben und 1 Stunde bei 20°C inkubiert. Im Falle von Cystin erfolgte die Inku- 
4c bation bei pH 9,5 anstelle von pH 8,5. AnschlieBend wurde der pH-Wert der Losung mit 25 % HCI auf pH 3 eingestellt 
und mehrmals gegen 6 mol/l GdmCI, 1 mmol/1 EDTA, pH 3,0 dialysiert. 

Belsplel 4 

45 Naturierung von rec. p-NGF 

Zur Darstellung von biologisch aktivem p-NGF aus den in Beispiel 3 hergestellten Solubilisaten und Derivaten wur- 
den die p-NGF in inaktiver, Idslicher Form enthaltenden Losungen 12 5- bis 1000-fach in unterschiedliche Renaturie- 
rungspuffer verdunnt Zur Ermittlung der optimalen Renaturierungsbedingungen wurden die Proteinkonzentration. der 
5z pH-Wert, die Temperatur sowie die Konzentration an Arginin, Tris/HCI, Harnsloff GdmCI, oxidiertem und reduziertem 
Glutathion (= GSSG bzw. GSH), Cystin und Cystein und Cystamin und Cysteamin variiert. Die Ergebntsse sind in 
Tabellen 1 bis 3 und /\bb, 3 bis 5 dargestellt. 

Zur Bestimmung der Konzentration an renatunertem, biologisch aktivem p-NGF in den Renaturierungslosungen 
wurde die Stimulierbarkeit durch p-NGF von sensorischen Neuronen aus dissoziierten Dorsatwurzelganglien von Huh- 
nerembryonen zum Austreiben von Dendriten (= DRG-Test = dorsal root ganglion assay, Levi-Montalcini, R , Meyer H 



EP 0 786 520 A1 



pH 7,5 dialysiert und anschlieRend durch Zentrifugation gekJart. In den Uberstanden wurden je 100 ul pur oder nach 
Verdunnung mit Medium (Fl4-Medium: Coon, M G und WeiR, M.C., 1969, Proc Natl. Acad. Sci. USA 62, 852-859) in 
24-well (Vertiefung) Zellkulturplatten (Fa. Costar) mit 750 ^1 Medium und 150 ul Zellsuspension derdissoziierten Gang- 
lien gemischt und 48 Stunden bei 37^C inkubiert Als MaR fur die biologische Aktivitat wurde die Anzahl der Zellen mit 
ausgebildeten Dendrrten quantifiziert. Als Referenz wurde eine LOsung bekannter Konzentration von 2,5 S p-NGF aus 
Submaxillaris-Drusen der Maus (Fa, Boehringer Mannheim) venwerKjet 

Fur den p-NGF-ELISA wurden fur den Vergleich der Ergebnisse mit dem DRG-Test ebenfalls gegen 50 mmol/1 
Tris/HCI pH 7,5 dialysierte Renaturierungslosungen verwendet. Ansonsten wurden die Renaturietungslosungen umit- 
tetbar nach Kiarung mlttels Zentritugaticn eingesetzt 

Zum Nachwets von renaturiertem p-NGF mittels ELISA wurde eine 96-well Mikrotiterplatte (Fa. Nunc-lmmuno, Typ 
Maxisorp F96) mit einem monoklonalen Antikorper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa. Boehringer Mannheim GmbH) 
beschichtet, indem pro well mit 0,1 ml Antikorperlosung aus 0,3 ^g Antik6rper/ml 50 mmol/1 Na2C03, 0,1 % Na-azid, 
pH 9,6 fOr 16 Stunden bei 4°C inkiiDiert wurde. Nach dreimaligem Waschen mit 0,2 ml 50 mmol/1 Tris/HCI, 0,2 mol/1 
NaCI, 10 mmol/1 CaC12, 0,2 % Trrton X-100, 0,1 % Na-azid, pH 7,0 pro well wurden je 100 ^1 p-NGF-enthaltende Rena- 
turierungslosungen sowie deren Verdunnungen in Waschpuffer mit zusatzlich 1 % BSA gefullt. Zum Vergleich mit dem 
Zelltest wurden die entsprechenden dialysierten und zentrifugierten Ldsungen verwendet, ansonsten wurden die 
Renaturierungslosungen unmittelbar nach KISrung mittels Zentrifugation eingesetzt. Als Referenz wurde eine Verdun- 
nungsreihe von 2,5 S-NGF aus Submaxillaris-Drusen der Maus (Fa. Boehringer Mannheim) im Konzentrationsbereich 
0.1 \ig/vr\\ bis 20 pg/mi je Platte mitgefuhrt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die LOsung durch dreimaliges 
Waschen entfernt. AnschlieBend wurde in jedes well 0,1 mol einer Ldsung von p-Galactosidase-konjugierten monoklo- 
nalen AntikOrper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa, Boehringer Mannheim; 0,4 U/ml in Waschpuffer mit 1 % BRA) negehen 
und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschzyklus wurde jedes well mit 0,2 ml einer Losung von 40 mg Chlorphenolrot-p-D-galac- 
topyranosid in 20 ml 100 mmol/1 Hepes, 150 mmol/1 NaCI, 2 mmol/1 MgCI2, 0,1 % Na-azid, 1 % BSA pH 7 gefullt. Je 
nach Farbentwicklung wurde nach 10 bis 60 Minuten die Absorption der Proben mit einem ELISA-Reader (z.B. Typ 
EAR 400 AT von Fa. SLT-Labinstruments, Austria) gemessen. Die p-NGF- Konzentration in Renaturierungslosungen 
wurde anhand der Eichkurve mit 2,5 S NGF aus Maus berechnet. 

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Renaturierungslosungen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden 
analysiert. 
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Tahelle 1 

Korrelation von DRG-Test und D-NGF-ELISA bei der Bestiinmung der Renaturie- 
rungsausbeute von C-NGF-GSSG-Derivat (c= 15 mg IB/ml) in Abhangigkeit von den 
Renaturierungsbcdingungcn 

Alle Puffer enthielten 0,1 mol/I Tris/HCl, 1 mmol/'l EDTA, pll 8.0 bei 20X. 
Zusatze und .Andeaingcn sind in der Tabelle aufgefiihrt 



Verdunnung 


Renaturierungs-PufFer-Zusatze 


/VKUVlldL nil 




Derivat-Lsg. 








1/20 








1/20 


1 tnniol/l GSH 


1 L 




1/20 


1 inmol/1 GSH + 0,5 mol/1 Arg 


r 


1 UU . 0 


1/20 


1 mmol/1 GSH ^ 1,0 mol/1 Arg 


++ 


/j 0 


1/20 


1 mmol/1 GSH + 1,0 mol/1 Arg pH 7,0 


+ -f 


31 % 


1/20 


1 mmol/1 GSH + 1,0 mol/1 Arg pH 9,0 


++ 


48 ° 0 


l/lOO 






< 5 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH 


+ 


20 °-o 


1/100 


1 mmol/1 GSH + 0,5 mol/1 Arg 




76% 


1/100 


1 mmol/1 GSH - 1.0 mol/1 Arg 


++ 


46% 


1/100 


1 mmol/1 GSH + 1,0 moI/1 Arg pH 7,0 




36 •^-0 


1/100 


1 mmol/1 GSH + 1,0 mol/1 Arg pH 8,0 


++ 


52% 


1/100 


1 mmol/1 GSH - 0,5 mol/l Tns/HCl 


/ 


33 % 


l/lOO 


1 mmoI/1 GSH + 1,0 mol/1 Tris/HCl 


/ 


91 °o 


1/100 


1 mmol/1 GSH + 1,0 mol/l Tris/HCl 




100% 




f 0,5 mol/1 Arg 







*Die ELISA-VVerte wurden jevvells auf das max. Signal bei identischer Verdunnung bezogen. 
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T8bcllc2 

Abhiingigkeit der Renaturierungsausbeute von der Temperatur bei der Renaturierung 

Die Renaturienjng erfolgt durch 100-fache Verdunnung von gegen 6 mol/1 GdmCl, 2 mmol/l 
EDTA, pH 3 diaiysiei'leni Solubilisat nut 50 mg IB/ml in 0,7 mol/1 Arg, 2,0 mol/1 HarnstolT, 
0,1 mol/1 Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin Renaturierter B- 
NGF wurde mittels ULISA bestimmt 



Temperatur Renaturierungszeit B-NGF 
Q}} [mg/1] 

rc 10 0,8 

4°C 24 1,4 

4°C 48 2,6 



20"C 10 0,17 
20°C 24 0,4 
2Q°C 48 0^ 
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Tabclle 3 

Abhfingigkeit dcr Rcnaturierungsausbeute von Solubilisaten und Derivaten vom Redox- 
Systcni in der Renaturierungslosung 

Derivate und Solubilisate vor und nach Dialyse rnit einer Proleinkonzentration von 5 mg/ml 
wurden 1/100 in 0,5 mol/l Arg, 0,1 mol/1 Tris/HCl, 1 mmol/1 EDTA, pH 8,5 vcrdiinnt, worin 
unterschiedliche Redox-Komponenten enthalten waren 



Die Ausbeutcn wurden mit dem f3-NGF-ELlbsA bestimmt und wurden auf den Ansatz mit 
maximaier Ausbeule norniiert. 



Denaturiertes B-NGF 


Redox-Komponenten 


rel Ausbeute 






(%) 


GSSG-Derivat 


0,5 mmol/1 GSH 


61 


GSSG-Denvat 


0,5 mmol/1 Cysteamin 


63 


GSSG-Derivat 


0,5 mmol/1 Cystein 


51 


Cysteamin-Derival 


0,5 mmol/1 GSH 


28 


Cysteamm-Derivat 


0,5 mmol/1 Cysteamin 


41 


Cysteamin-Dcrivfit 


0,5 mmol/1 Cystein 


35 


Solubilisat ohne Dialyse 


2 mmol/l Cystamin 


99 


Solubilisat ohne Dialyse 


1 0 mmol/1 Cystamin 


50 


Sokibilisat nach Dialyse 


5 mmol/1 GSII/1 mmol/1 GSSG 


35 


Solubilisat nach Dialyse 


5 mmol/1 Cysteamin + 


100 




1 mmol/1 Cystamin 




So!ub;!:sat :iach Dialyse 


3 nunol/1 GSH/1 mmoia GSH 


67 


S(;lubtl;sat nach Dialvsc 


3 mmol/1 Cysteamin + 






1 lufiiol/l Cvsianun 





Beispiel 5 
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1 h bei 20°C inkubiert. AnschliefBend wurde der pH-Wert der Lbsung auf pH 3 mit 25 % HCI eingestellt und gegen 3 x 
10 16 mol/I GdmCI, 2 mmol/l EDTA, pH 3 bei 4''C dialysiert. Je 100 ml Dialysat wurden im Abstand von 12 bts 16 Stun- 
den innerhalb von 30 Minuten zu 20 1 0,7 mol/1 Arg, 2 mol/1 Harnstoff, 0,1 mol/! Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 
1 mmol/l Cystamin, pH 9,1 , 4'*C zugepumpt. 



Tabelle 4 



Mit EUSA bestimmte p-NGF-Konzentration im Renaturieaings- 
ansatz nach Zugabe unterschiedlicher Volumina an dialysier- 
tem Solubilisat 


Pulsanzahl 


Zugegebenes Solubilisat 


p-NGF-Konz. (mg/l) 


1 


100 ml 


3,5 


2 


200 ml 


5,3 


4 


400 ml 


8,5 



Beispiel 6 

Reinlgung von biologisch aktivem rec. p-NGF aus der Renaturierungsldsung 

Zu der in Beispiel 5 hergestellten Renaturierungslosung wurde testes Ammoniumsulfat portionsweise bis zu einer 
Sattigung von 20 % zugegeben und 1 h auf Eis geruhrt. Der pH-Wert der L6sung wurde anschlieRend mit 25 7oiger HQ 
auf pH 3 eingestellt Nach 30 Minuten Inkubation wurde mit 7 N NaOH auf pH 8 titriert. Trubungen wurden entweder 
durch Zentrifugation (1 h mit 20 000 g bei 4°C) oder Filtration dutch eine geeignete Membran mit geringer Proteinad- 
sorption (z B. Evaflux 4 A Hohtfaserpatrone der Fa Kuraray Co. Ltd., Japan) entfernt Die Ware p-NGF enthaltende 
LOsung wurde dann auf eine TSK-Butyl-S^ule (Fa. Pharmacia) aufgetragen. die vorher mit 50 mmol/l Tris/HCl, 1 mmol/l 
EDTA, 20 % S^ttigung an (NH4)2S04, pH 7,5 aquilibriert wurde. Nach Beerdigung des Probenauftrags wurde mit 50 
mmol/l Tris/HCl, 1 mmol/l EDTA pH 7,5 bis zum Erreichen der Schreibergrundlinie gespiilt. Die Elution erfolgte mit 50 
% Ethylenglykol in 50 mmol/l Na-Acetat, 1 mmol/l EDTA, pH 4,5. Eluierende Fraktionen wurden mit dem ELISA (s. Bei- 
spiel 4) auf den Gehalt an p-NGF getestet. p-NGF enthalterxJe Fraktionen wurden vereint und auf eine Sephacryl S200- 
Saule (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen, die mit 0,5 mol/I NaCI, 50 mmol/l Na-Phosphat, 10 % Glycerin, 1 
mmol/l EDTA, pH 6,0 Squilibriert war. Die S^ule wurde mit demselben Puffer elulert. 

p-NGF enthaltende Fraktionen im Eluat wurden mrt H2O auf eine Leitfahigkeit von 15 mS verdunnt und auf eine mit 
20 mmol/l Natriumphosphat, 1 mmol/l EDTA, pH 6,0 Squilibrierte S-Sepharose-S^ule (Fa. Pharmacia) aufgetragen. 
Anschliefiertd wurde mit dem Aquilibrierungspuffer gesputt. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten bis 1 ,2 mol/1 NaCI 
in obigem Puffer. p-NGF enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und, sofern fur weitere Analysen erforderltch, durch 
Dialyse umgepuffert. 



Tabelle 5 



Ausbeuten der Reinigung von rec. p-NGF aus 20 1 
Renaturierungslosung nach Bestimmung mit ELISA 


Reinigungsschritt 


p-NGF (mg) 


Ausbeute (%) 


Renaturierungslo- 


170 


100 


sung 






vor TSK-Butyl 


143 


84 


nach TSK-Butyl 


92 


54 


nach S200 


80 


47 


pach S-Sepharosp 


(^1 
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Belsplel 7 

Charakterisierung des gereinigten rec. p-NGF 

a) Konzentrationsbestimmung mit UV-Spektralphotometrie: 

Zur Bestimmung der Konzentration an p-NGF in den gereinigten Proben wurde das UV-Spektrum von 240 bis 340 
nm von gegen 50 mmol/l Tris/HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 7,5 dialysierten Proben mit einem UVA/is-Spektral photo meter 
(z.B. Diodenarray-Spektralphotometer Typ HP 8452 A der Fa. Hewlett-Packard, USA) gemessen. Die p-NGF-Konzen- 
tration in der Losung wurde aus der Absorption der Probe bei 280 nm berechnet, Hierzu wurde ein theoretischer mola- 
rer Extinktionskoeffizient von 21200 ± 100 M"^ cm"^ verwendet, der sich aus dem Gehalt an bei dieser WellenlSnge 
absorbierenden AminosSuren ergibt (Wetlaufer, D B.. 1962, Adv. in Protein Chemistry, Vol. 17, 375-383; Gill, S.C. und 
von Hippel, PH., 1989, Anal.Biochem. 182. 319-326). Als Molekulargewicht wurden 14000 D verwendet. Die mittels 
Absorption errechneten Werte ergaben eine urn ca. 50 % niedrigere [i-NGF-Konzentration als mit ELISA bestimmt 
wurde. Ursache kdnnte die geringere Reinhert des als Referenz verwendeten 2,5 S-NGF (aus Maus) sein, weshalb die 
mit ELISA ermittelten Werte fur rec. p-NGF zu hoch sind. 

b) Retnheitsanalyse und Molekulargewichtsbestimmung mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese: 

Es wurden 17 %ige Gele in einem Midget-System (Fa. Pharmacia, Schweden) verwendet. Die Proben enthielten 
jeweils 10 mmol/l DTE sowie nach Absorption bei 280 nm berechnet 6 ^g bzw. 1,5 uq rec. B-NGF sowie 8,4 nn h^-w 
2, i ng 2,5 S-NGh aus Submaxillaris-Drusen der Maus. rec. p-IMGF hat wie erwartet mit ca. 15 kD ein etwas hOheres 
Molekulargewicht als 2,5 S-NGF mit ca. 12,5 kD. Die Bande im Molekulargewichtsbereich des dimeren rec. p-NGF tritt 
in Abhangigkeit von der Probenvorbereitung und vom Probenalter in unterschiedlicher Inlensitat autund kann auf die 
Bildung Disulfid-verbruckter Molekule bei der Probenvorbereitung zunJckgefuhrt werden, Die densitometrische Ver- 
messung einer Gelspur (UKroscan XL Laser Densitometer, Fa. Pharmacia, Schweden) mit rec p-NGF ergab 93% 
Monomer und 7 % Dimer. 

c) Reinheitsanalyse mit RP-C18-HPLC: 

20 ^ig rec. 6-NGF wurden auf eine mit 0. 1 % TFA Squilibrierte Vydac 300. CI 8, 5 |i. 1 25 x 4 mm-SSule aufgetragen 
und bei einer FluRrate von 1 ml/Minute mit einem gestuften Gradienten von 0 bis 40 % B (B = Acetonitri 1/0,1% TFA) in 
20 Minuten und 40 - 100 % B von 20 bis 25 Minuten eluiert. Zur Detektion wurde die Fluoreszenzemission bei 340 nm 
nach Anregung bei 280 nm (Merck/Hitachi F-1050 Fluorescence Spektrophoto meter) benutzt. Die Integration des Elu- 
tionsdiagramms ergab eine Reinheit von 92 %. tdentische Ergebnisse wurden mit UV-Delektion bei 280 nm erhalten. 
Die Identitat des Elutionspeaks mrt p-NGF wurde nach Sammein und Einengen mittels Speed Vac durch ELISA und N- 
terminale Sequenzierung uberpruft. 

d) Reinheitsanalyse von rec p-NGF mit SEC-HPLC: 

30 pi einer gereinigten rec p-NGF-L6sung mit einer Absorption bei 280 nm von 1,3 wurden auf eine Superose 6- 
SSule Typ HR 10/30 (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen und mil 0,7 mol/1 Arginin, 0,1 mol/l Tris, pH 8,5 bei einem 
Flu8 von 0,5 ml/Minute eluiert. Es wurde die Absorption bei 280 nm detektiert. Abb. 9 zeigt das Elutionsdiagramm im 
Vergleich zu einer Probe des 2,5 S-NGF aus Maus 

e) N-terminale Sequenzanalyse: 

Fur dte N-terminale Sequenzanalyse wurde das in Beispiel 6c mittels RP-HPLC tsolierte und anschlieGend kon- 
zentrierte p-NGF verwendet. Die N-terminale Sequenz wurde mit einem Gasphasen-Protein-Sequenzanalysator 
(Modell 477 A, Fa Applied Biosystems, USA) durchgefuhrt. Es wurde folgende Sequenz mit einer Signalstarke von ca. 
400 pmot pro PTH-Aminosaure gefunden. 

HjN-Ser-Tyr-Gln-Arg-Thr-His-Arg-Ser (SEQ ID N0:7) 

Die N-terminale AminosSure Methionin wird in E.coli offenbar bereits abgespalten 

f) Biologische Aktivitat des rec. p-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-p-An1ik6rper: 
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dunnt, wovon je 100 fil mit 750 [il Medium und 150 fil Zellsuspension gemischt und inkubiert wurden. Zur Inhibition 
wurde der Zelltest mit einem Medium durchgefuhrt, das einen monoklonalen Anti-p-(2,5 S)-NGF-Antikorper enthielt, so 
daf3 die Antikorperkonzentration im Testansatz 200 ng/ml betrug. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 gezeigt. 



Tabelle 6 



Biologische Aktivitat von rec. p-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-p- 

Antikdrper 


P-NGF-Spezies 


p-NGF-Konz. (ng/ml) 


Antikdrper (ng/ml) 


biologische Aktivitat 


rec. p-NGF 


20,0 


... 


+++ 


rec. p-NGF 


2,0 




+++ 


rec. p-NGF 


0,2 




++ 


rec. p-NGF 


20,0 


200 


+/- 


rec. p-NGF 


2,0 


200 




rec. p-NGF 


0,2 


200 




2,5 S p-NGF 


20,0 




+++ 


2.5 S p-NGF 


2,0 




++ 


2,5 S p-NGF 


0,2 






2.5 S p-NGF 


20,0 


200 


+ 


2.5 S p-NGF 


2,0 


200 




2.5 S p-NGF 


0,2 


200 





Belspiel 8 

Herstellung und Charakterislerung N-termlnal verkurzter rec. p-NGF-Molekule 

Zur Herstellung N-terminal verkurzler rec p-NGF-Molekule wurde eine gereinigte Probe gegen 50 mM Tris/HCI, pH 
7.7 dialysiert. Die Konzentration wurde mittels der Absorption der Probe bei 280 nm (siehe Beisplel 7a) mit 0.7 mg/ml 
bestimmt. 

Verkurzte rec. p-NGF-Molekule wurden durch Verdau mil den Endoproteinasen Trypsin und Arg C in folgenden 
Verdauansatzen hergestellt. 

a) rec NGF + Trypsin: 22**C 

200 ^il rec, p-NGF-Dlalysat 

+ 60 Lil Trypsin sequence grade-Ldsung 

(100 ^g/200 mI 0,1 mol/l Tns, pH 8,0) 

b) rec NGF + Endoproteinase Arg C: 37^C 

200 ^il rec p-NGF-Diaiysat 

+ 20 Ltl 50 mnrtol/l CaCIs, 50 mmol/l DTE 

100 mmol/l Tris/HCI, pH 7,6 
+ 40 ul Endoproteinase Arg C-Losung 

(20 ^ig in 40 m' 250 mmol/l Tris/HCI, 25 mmol/l DTE, 2,5 mmol/l EDTA 5 mmol/l CaCIo pH 7,8) 



EP 0 786 520 A1 



Weiterhin wurden analoge Kontroll-Losungen mit den Proteasen angesetzt, die anstelle von rec. p-NGF den Dialy- 
sepuffer enthielten. Die Ansatze wurden 5 Stunden bei den entsprechenden Temperaturen inkubiert. Anschiief3end 
wurden je 200 ^1 der Ans&tze auf eine mit 20 mmol/1 Natriumphosphat pH 6,0 aquilibrierte Mono S-SSule Typ HR 5/5 
(Fa. Pharmacia) mit einer Flu3rate von 1 ml/Minute aufgetragen und mit einem linearen Gradienten von 0-1,2 mol/l 
NaC! eluiert. Es wurde die Absaption bei 280 nm detektiert Die Kontrollansatze nur mit Proteasen ergaben, daB diese 
innerhalb der ersten 1 0 Minuten der Chromatographie eluieren. p-NGF-enthaltende Fraktionen eluieren je nach Verkur- 
zung erst mit einer Retentionszeit von mindestens 10 Minuten. Die Elutionsdiagramme der Chromatographien von rec. 
p-NGF-enthaltenden Verdauansatzen sind in Abb. 10 gezeigt. Elutionspeaks mit Retentionszeiten von 13-19 Minuten 
wurden jeweils gesammett. Die beiden peaks im Verdauansatz mit Trypsin wurden getrennt aufgefangen 

Die p-NGF-Konzentrationen in den Fraktionen der aufgefangenen peaks wurden mittels der Absorption der Proben 
bei 280 nm ermittelt. Je 1 nmol rec p-NGF-enttialtende LOsungen wurden mittels RP-C18-HPLC konzentriert und die 
N-terminale Sequenz durch Gasphasensequenzierung bestimmt. Zus^tzlich wurden Proben der gesammelten Fraktio- 
nen auf p-NGF-Konzentrationen von 20, 10 und 5 ng/ml in den DRG-Test verdunnt. urn die biologische Aktivitat der ver- 
kurzten p-NGF-Molekule zu bestimmen. Die Inhibition der biologischen Aktivitat mit einem anti-p-NGF-Antik6rper 
erfolgte wie in Beispiel 7f beschrieben. 

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse und des Zelltests sind in Tabellen 7 und 8 zusammengefafJt. 



Tabelle 7 



N-terminale Sequenzen der proteolytisch verkiirzten p-NGF-Moiekule 


vcrwcndets Protease 


neteiit.iieiL p-NGF auf 
MonoS 


N-terminale Sequenz 


Position * 1. A.S. 




18,5 Minuten 


Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser (SEQ ID 
NO:7) 


-9 


Trypsin 


13,4 Minuten 


Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser (SEQ ID 
NO:8) 


+ 10 


Trypsin 


14.2 Minuten 


Ser Ser Ser His Pro lie Phe His (SEQ ID 
NO:9) 


+ 1 


ArgC 


14.6 Minuten 


Ser Ser Ser His Pro lie Phe His (SEQ ID 
NO:9) 


+ 1 



'Die angegebenen Posit iorien der jeweils ersten iderrtifizierten Aminosaire (= A.S.) beziehen sich auf die Numerierung der 
Aminosauren in Abb. 2. 
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Tabelle 8 



Biologische Aktivitat von N-terminal verkiirzten p-NGF im DRG-Test 


p-NGF-Spezies 


[i-NGF-Konz. (ng/ml) 


Antikorper (ng/ml) 


biologische Aktivitat 


rec p-NGF (unverdaut) 


20 


- 


+++ 




10 


— 


+++ 




20 


200 


- 


Trypsinverdau Peak 13,4 Minuten 


20 


... 


+++ 




10 




+++ 




20 


200 




Trypsinverdau Peak 14,2 Minuten 


20 




+++ 




10 




+++ 




20 


200 




Arg C-Verdau 


20 




+++ 




10 




+++ 




20 


200 
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Sequen^protokoll 



5 (1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STEIASSE: Sandhofer Str. 116 
,Q (C) CRT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 0885 6/60-34 4 6 

(H) TELEFAX; 08856/60-3 4 51 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur gentechnologischen 
Herstellung von biologisch aktivem beta-NGF 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 9 

^0 (iv) COMPUTE R-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM Pc' compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-EX)S 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30B (EPA) 

25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
3P (A) LAnGE: 129 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ser His Pro 
15 10 15 

lie Phe His Arg Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser Val Ser Val Trp 

20 25 30 

Val Gly Asp Lys Thr Thr Ala Thr Asp lie Lys Gly Lys Glu Val Met 
35 40 45 

Val Leu Gly Glu Val Asn lie Asn Asn Ser Val Phe Lys Gin Tyr Phe 

50 55 60 

Phe Glu Thr Lys Cys Arg Asp Pro Asn Pro Val Asp Ser Gly Cys Arg 
65 70 75 80 
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35 



40 



Gly lie Asp Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr His Thr 
85 90 95 

Phe Val Lys Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys Gin Ala Ala Trp Arg Phe 
100 105 110 

lie Arg lie Asp Thr Ala Cys Val Cys Vai Leu Ser Arg Lys Ala Val 
115 120 125 

Arg 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGTE: linear 



(ii) ART DES MOLEKOLS; Peptid 



(xi) SEOUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Arg Thr His Arg Ser Lys Arg 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Ser Tyr Gin 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(1 ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFOEIM: Einzelstrang 

(D) TOE^OLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 4: 

Ser Tyr Gin Val lie 
1 5 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: b: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lAngE : 40 Basenpaare 
15 (B) ART; Nucleotid 

(C) STEIANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKClS: other nucleic acid 
20 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
AATTCTTATG TCTTACCAAA GAACTCACCG TAGCAAGCGC 40 



25 



30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGEORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 6: 
ATGAGCGCTT GCTACGGTGA GTTCTTTGGT AAGACATAAG 4 0 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGEORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(Xi) SEC'UENZBESCHREIBTOG: SEQ ID NO: 7; 

Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

{ i ) SEQUENZKENtOZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosaur en 

(B) ART: Ammosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUEMZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Gly Gin P)ic Ser Vai Cy:^ Ai:ip Ser 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lJ\NGE: 8 A7\inosauren 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLErXlLS : Peptid 



(XI) SEQUENZBESCHREIBUKG: SEQ ID NO: 9: 
Ser Ser Ser His Pro lie Phe His 



45 Patentanspruche 

1 . Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von biologisch aktivem p-NGF (Nerve Growth Factor) durch Expres- 
sion einer entsprechenden DNA-Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
nach Expression erhaltenen unloslichen Aggregate von inaktivem p-NGF durch 

(1) Solubilisierung, 

(2) gegebenenfalls Dialyse oder/und Denvatisierung des erhaltenen p-NGF mil der oxidierten Form einer Ver- 
bindung, deren reduzierle Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierle Form ein uber eine Disul- 
fidbrucke verbundenes Dimer der Verbindung ist, zum gemischten Disuffid, und 

55 (3) Naturierurjg mit Hilfe eines Redoxsystems, bestehend aus einer Verbindung in oxidierter oder/und reduzier- 

ter Form, deren reduzierte Fcmi Sutfhvdrvlaruoop'fi au^'pist un^l dprof-i ^tir^^pf*.. ^'^•<y^ .v..:. . ^ 
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Oder Tns-Salz und/cuder Arginin in eine losliche aktive Form von p-NGF uberfuhrt 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man die Solubilisierung mit Hilte eines Denaturierungs- 
mittels. insbesondere Guanidiniumhydrochlorid cxJer Harnstoff durchfOhrt. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daf3 man fur die Derivatisierung 
oxidiertes Glutathion (GSSG), Cystin oder Cystamin verwertdet 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daR man die Naturierung mit oxi- 
diertem Glutathion (GSSG) und/oder GSH. Cystin und/oder Cystein, Cystamin und/oder Cysteamin durchfuhrt, 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man ohne vorhergehende 
Derivatisierung die Naturierung mit Cystamin, GSSG oder Cystin bzw. den Redoxsystemen Cystamin/Cysteamin, 
GSH/GSSG Oder Cystin/Cystein durchfuhrt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da3 man die Naturierung in 
Gegenwart eines Denaturierungsmittels in einer Konzentration unter 2 mol/l durchfuhrt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafB man die Naturierung bei 2 
bis 10°C und iiber einen Zeitraum von 2 bis 60 Stunden durchfuhrt. 

B. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Naturierung als Pulsna- 
turierung durchgefuhrt wird. 

9. Nach den vorhergehenden Anspruchen rekombinant hergestellter p-NGF, dadurch gekennzeichnet, da3 er weni- 
ger als 5% p-NGF-Abbauprodukte oder durch einen Met-Rest am N-Terminus modifizierten p-NGF aufweist und 
vorzugsweise frei ist von anderen SSugerzellproteinen. 

10. Therapeutische Zusammensetzung, enthaltend als wirksame Komponente einen nach den vorhergehenden 
Anspruchen rekombinant hergestellten p-NGF in Kombination mit ubiichen Tr^ger- und Hilfsstoffen. 
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Abb.l 

Plasmid pNGFl 
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Abb. 3 




1 1 1 r 

0 0,5 1,0 1,5 



GdfTiQ (M) 



23 



EP 0 786 520 A1 



Abb./. 



100 -^ 



- 80 
si 

~ 60 



GO 



^ 40 



20 



200 



— I — 

400 



—I — 

600 



800 1000 1200 
PROTEINKONZENTRATION ([ig/ml) 



1400 



Abb. 5 



100 - 



CO 
on 



60 
40 

20 



24 



EP 0 786 520 A1 



Abb. 6 




25 



EP 0 786 520 A1 




EP 0 786 520 A1 



Abb. 8 
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Abb. 10c 
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